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論文要約
環境中の 99%以上の微生物は現在の技術で培養することができない VBNC（viable 
but non-culturable）細菌であることが知られている．VBNC という概念は，環境サン
プルから顕微鏡を用い直接係数した微生物数と比較し,寒天プレート等の培養操作で増
殖してくる微生物数が極めて少ないことから提唱された概念であり，120 年以上前か
ら今日まで続く微生物学の常識となっている.これまで，この未利用である 99%以上の
微生物を利用可能とするため，新規培養技術の開発が進められており，近年，新規培
養技術の一つである，in situ 培養法が注目を集めている．本技術は，環境サンプルか
ら単離した微生物細胞を，当該環境で培養を行うというユニークな技術であり，一部
の VBNC 細菌においても培養が可能になる，平板培養法におけるコロニー獲得率が高
まるといった報告がある．
一方，in situ 培養は通常の単離培養よりも工程が増えるため，効率的なスクリーニ
ングのためにはマンパワーや機械による自動化プロセス等を必要とする側面もある．
そこで，本研究においては in situ 培養の利点は残しつつも，より簡易的な単離培養を
行うためのツールとして，土壌微生物をターゲットとした，新規土壌微生物集積法を
考案し，鏃（やじり）と名付けたツールの開発・検証を行った．
鏃は土壌由来の粘土を元に作られており，土壌への埋設を容易にするために，円錘
状に成型されている．さらに，微生物の集積を可能とするために，鏃型の内部を空洞
にすることで試料の添加を可能とした．鏃を土壌に埋設し，上から培地等の試料を添
加することで，鏃の周囲のみが試料の影響を受け微生物が in situ で増殖または，試料
に引き寄せられ，周囲に住み着くというモデルとなっている．本鏃は極めてシンプル
な作りをしており，誰にでも容易に扱うことができるという特徴を持つ．本研究で開
発した鏃を図 1 に，鏃を用いた新規土壌微生物培養法を図 2 に示す．
まず，鏃の微生物集積における有効性を示すため，ラード試料とし，油脂分解菌の
集積を実施した．ラードを直接土壌に添加した実験区と比較し，鏃を用いた実験区で
は，鏃周辺土壌に多種類の微生物が集積されていることを T-RFLP 解析により示した．
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図１ 作成した鏃
図２ 鏃を用いた土壌微生物集積法
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また，各サンプルについて従来法（平板培養）で二次培養を行ったところ，寒天プ
レート上でラードの分解が確認できたコロニー数は，鏃（in situ 培養）で最大約
14%，土壌に直接ラードを添加した系で約 11%，土壌そのものでは約 3％と，鏃を用
いることで多種類かつ多量の油脂分解菌を集積可能であることが示唆された．
次に，本鏃は，土壌微生物集積のみならず，効率的なバイオレメディエーションに
向けた予備調査にも応用可能と考え，これを検証した．バイオレメディエーションは
微生物の代謝活動を利用して環境汚染物質を分解し，汚染された場所を浄化するのに
有効な技術として広く使用されている．しかし，より効果的なバイオレメディエーシ
ョンを実施するためには，対象となる環境にどのような微生物が存在し，環境汚染物
質を分解するのかを事前に検証する必要がある．伝統的にこれらの研究は，フラスコ
スケール，または実サイトでの検証がなされてきたが，フラスコスケールでは実際の
環境を正しく反映できているかに疑問が残り，また実サイトでの検証は，広大な敷地
と多量の汚染物質を必要とするなど課題が多い．一方，鏃を用いることで，少量の環
境汚染物質かつ実サイトでの検証が可能となる．
 環境汚染物質として，フェノールを用い，鏃の有効性を検証した．フェノールを添
加した鏃を土壌に埋設し 2 週間ごとに計 8 週間，鏃周辺土壌のフェノール濃度・微生
物叢・phenol monooxygenase 遺伝子量を調査した．フェノール濃度は，鏃埋設後 2
週間目にフェノール濃度が約 300 ppm に達し，十分な汚染区を構築した後，減少する
ことが明らかとなった．また，試験期間を通して鏃から約 3 cm の距離にある土壌にお
いてはフェノールが検出されることはなく，フェノールの浸透範囲は鏃からの距離約
3 cm 未満の限られたスペースにとどまることも明らかとなった．また，土壌からは，
フェノール濃度の減少に伴い，フェノールを分解することで知られている Bacillus sp.
や Streptomyces sp. といった菌の優占化が確認できた．さらに，定量 PCR により
phenol monooxygenase 遺伝子を定量したところ，phenol monooxygenase 遺伝子は
試験期間で約 2 倍以上に増加していた．よって，鏃を用いることで，少量の環境汚染
物質量，即ち，低コストかつ実サイトでのバイオレメディエーションに向けた事前評
価を行えることが示唆された．
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本研究を通して鏃には 4 つの特徴があることを実証した．
①：in situ で土壌微生物集積が行えること
②：使用する試料による環境負荷を最小限にできること
③：使用する試料の量が従来法より極めて少ないこと
④：簡便で誰にでも扱えること
上述した特徴を考えれば，鏃は未だ発展途上ではあるものの，土壌微生物集積を始
めとしたさまざまな土壌微生物実験への応用が期待される．
